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1. Introducéo

Substancias quimicas derivadas de animais, plantas e microrganismos, como
bactérias e fungos, tém sido utilizadas para tratar doencas humanas desde o inicio da
medicina (Koehn e Carter, 2005). A Floresta Amazonica é a maior floresta tropical do
mundo, ocupa quase a metade da America do Sul e é centro de grande diversidade
bioldgica.

Aproximadamente 125 mil espécies de plantas estdo em florestas tropicais, sendo
importantes reservatdrios para o descobrimento de novas moléculas bioativas e agentes
fitoterapéuticos. Contudo apenas 1% de todo o potencial farmacoldgico das florestas
tropicais foi avaliado (Carneiro et al., 2008).

A artrite reumatoide (AR) é uma condicdo clinica potencialmente grave, ndo sé pela
morbidade associada a dor, a limitacdo funcional e a repercussdao na qualidade de vida
dos pacientes, mas por mortalidade maior em relacdo a populacdo em geral (Pinto et al,
2006). A AR acomete grandes e pequenas articulacbes em associacdo com
manifestacdes sistémicas como: rigidez matinal, fadiga e perda de peso. As articulacbes
afetadas ficam edemaciadas, quentes e dolorosas particularmente ao despertar ou apds
uma inatividade. Em geral os sintomas manifestam-se nas pequenas articulacbes das
maos (articulagcbes metacarpofalangicas e interfalangicas proximais) e dos pés, seguidas
pelos pulsos, tornozelos, cotovelos e joelhos (Van der Heijde et al, 1992).

O tratamento atual da AR é insatisfatorio por ndo levar a cura, pois s ha supressao
do processo inflamatorio, seja de forma imediata, mas fulgaz (esteréides e anti-
inflamatorios ndo hormonais), ou pela modificacdo, a longo prazo, do curso da doenca
(metotrexate, hidroxicloquina, sulfasalazina, leflomonide, ciclosporina-A), com
ineficacia em muitos casos e significativa toxicidade (O’Dell, 2004).

A artrite inflamatéria aguda e cronica, semelhante a AR, pode ser induzida
experimentalmente em Vvarios animais como: ratos, camundongos, coelhos, porcos e
macacos. Os modelos experimentais de AR induzida em ratos e camundongos sao
bastante utilizados para avaliar os mecanismos fisiopatoldgicos e para buscar novas
terapéuticas (Wilder et al., 1999). Entre os indutores de AR experimental em Ratos
(colageno tipo Il, Avridina, Pristane, entre outros) o mais estudado é o de artrite
induzida por antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) emulsionados em
Adjuvante Incompleto de Freund (IFA), combinacdo que forma o Adjuvante Completo
de Freund (CFA).



Pesquisas buscam componentes com atividade farmacéutica em produtos naturais.
Um componente promissor (SNX-111), extraido do veneno do molusco marinho Conus
magnus, tem apresentado atividade analgésica até 10% mais potente que a morfina
(Batulis, 1999). No Instituto Sulamericano para Desenvolvimento de Drogas Anticancer
pesquisadores buscam plantas terrestres e produtos marinhos para novas terapias que
possam bloquear o crescimento de células cancerigenas.

Fitoterapicos séo preparagdes de plantas medicinais com longo historico de eficacia
comprovada, caracterizacdo bioquimica, provas de eficacia em testes clinicos
controlados por placebo e, em alguns casos, padronizacdo e venda com um Ndmero de
Identificacdo de Droga (NID) (Murch et al, 2000).

A familia Sapotaceae € subdividida em 5 tribos, com 53 géneros e,
aproximadamente, 1250 espécies distribuidas principalmente nas regiGes tropicais e
subtropicais da Asia e da América do Sul (Swenson, 2005). Sarcaulus brasiliensis,
espécie da familia Sapotaceae, demonstrou atividade antiplaquetaria significativa in
vitro (Oliveira et al., 2009). Vitellaria paradoxa tem sido utilizada popularmente com
fins analgésicos, de acordo com o Forestry Research Institute of Nigeria (FRIN) e o
International Institute of Tropical Agriculture (IITA) (Lawal et al, 2010). Tribos do
distrito de Mayurbhanj do norte de Orissa (India) utilizam a planta Madhuca longifolia
var latifolia, da familia Sapotaceae, contra doencas brénquicas e diabetes (Rout et al.,
2009). Os frutos da planta Tieghemella heckelli, outra planta pertencente a familia
Sapotaceae, possuem arginina C, uma saponina que inibiu fortemente a entrada do virus
HIV em células HeLa-CD4+ em um ensaio de fusdo celular (Gosse et al., 2002).

Vérias espécies do género Pouteria, pertencente a Familia Sapotaceae, como P.
caimito, P. cambodiana, P. guianensis, P. sapota, P. torta, P. venosa, entre outras, tém
sido utilizadas na medicina popular para tratar inflamacéo, ulceras, diabetes (Ma et al.,
2004; Montenegro et al., 2006), diarréias (Perfeito et al., 2005), nauseas, vomitos, dores
nas costas, e para promover lactacdo em mées que estdo amamentando (Manosroi et al,
2006). A Pouteria campechiana é utilizada como antipirético no Mexico e também para
tratamento de erupgdes da pele em Cuba (Manosroi et al., 2005). Considerando o
grande numero de pesquisas que visam a bioprospecgdo de produtos naturais, entre eles
as plantas do Género Pouteria da Familia Sapotaceae, e a falta de um tratamento
definitivo para a AR, é proposto o estudo da acdo in vivo do extrato de Pouteria nuda

no tratamento da artrite reumatoide induzida por adjuvante.



2. Justificativa

Os estudos realizados com P. nuda ainda s&o pioneiros, porém testes in vitro
demonstram-se promissores no combate a celulas tumorais (Carneiro, 2007), em relacdo
atividade hemolitica (Oliveira et al, 2009). Pesquisas utilizando outras espécies da
familia Sapotaceae, a qual pertence a P. nuda, mostram bons resultados no tratamento
do processo inflamatorio.

Apesar da grande biodiversidade encontrada na Regido Amazonica ainda ha pouca
exploracdo (bioprospec¢do) dos recursos naturais disponiveis e considerando-se que até
0 momento falta um tratamento definitivo para a Artrite Reumatoide, estudos em novas
terapéuticas que agreguem melhora na qualidade de vida para estes pacientes se faz

necessario.

3. Reviséo de literatura
Citometria de Fluxo

O uso do método e dos instrumentos usados na citometria de fluxo para fins
clinicos data quase do mesmo tempo em que esta tecnologia unica foi introduzida
(Tung, 2007).

Citometria de fluxo atualmente é a Unica plataforma tecnoldgica que pode
analisar adequadamente os componentes complexos do sistema imunoldgico (pode
caracterizar separadamente as duzias, ou centenas, de subgrupos de leucdcitos. O
advento da citometria de fluxo policromatica (capaz de medir 5 ou mais cores) teve
impacto dramético na habilidade de revelar a biologia das células T. Os citdmetros de
fluxo mais atuais podem medir até 20 pardametros, sendo 2 fisicos (tamanho e
granularidade celular) e 18 fluorescéncias. Inicialmente deve ser feita uma lista de
antigenos de interesse que posteriormente sdo classificados nas 3 categorias seguintes:
Antigenos Priméarios — sdo bem caracterizados e identificam grandes subgrupos de
células (ex: CD3, CD4, CD8, CD14, CD19 ou CD20).

O fator de necrose tumoral (TNF), as interleucinas (IL-1 e IL-6) e as
prostaglandinas tém sido apontados como os principais mediadores da patogénese da
AR por modularem a migracdo de células, a ativacdo de células T e B, proliferacéo
sinovial e a destruicdo da cartilagem e erosdo 0ssea (Choy et al., 2001; Anderson et al.,
1996). No presente trabalho serdo analisadas as citocinas IL-1 e TNF-a, que servem

como marcadores da inflamag&o no modelo de artrite induzida por adjuvante em ratos.



Preparacdo da Amostra para Citometria de Fluxo e Controles

A maioria dos anticorpos ligam-se bem aos antigenos de interesse a temperatura
ambiente ou a 4°C. Muitas vezes é necessario adicionar coloragdes especificas para
células mortas para que estas sejam excluidas da pesquisa, neste caso esse deve ser 0
primeiro procedimento realizado, seguido da classificacdo dos marcadores de superficie
celular, fixacdo/permeabilizagdo, e finalmente a classificagdo dos marcadores
intracelulares (Mahnke et al, 2007).

Metotrexato

O metotrexato (MTX), um imunossupressor largamente utilizado a partir dos
anos 80, é atualmente reconhecido como a droga de referéncia para o tratamento da AR.
Se usado como monoterapia, é capaz de controlar as manifestacdes clinicas, levar a
melhora funcional e deter a progressdo radiologica (Choi et al., 2002). Foi também
demonstrada a sua capacidade de intervir com o progndstico da doenca, sendo
implicado na reducdo da mortalidade cardiovascular associada a AR (Carette, 2007).

4. Objetivos
4.1. Objetivo Geral:
Avaliar a acdo do extrato aquoso de folhas de Pouteria nuda, administradas por

via intraperitoneal, no tratamento da artrite induzida em ratos por M. tuberculosis.

4.2. Objetivo Especifico
a) Analisar, por meio da elevagdo ou nédo das citocinas IL-1 e TNF-a, medidas
por citometria de fluxo, a resposta da artrite induzida por adjuvante ao extrato.

b) Avaliar a progressdo do edema das patas atravées de pletismometria digital.

5. Material e Métodos
5.1. Extrato

Foi utilizado o extrato aquoso de folhas de Pouteria nuda (figural). A planta,
que pertence a familia Sapotaceae, foi coletada na reserva Adolpho Ducke, no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia. Inicialmente foi realizada a coleta das folhas,
galhos e cascas da P. nuda, posteriormente foi preparado o extrato de cada material com
metanol e cloroférmio através de continua extragdo, e agua através de infusdo seguida

de filtrac&o e total evaporacéo do filtrado (Carneiro et al, 2008).



FLORA DA RESERVA DUCKE
AMAZONAS, BRASIL

Reserva Florestal Ducke, Manaus-Itacoatiara, km 26
02°53° S  59°58" W
INPA N 179316
SAPOTACEAE

Elaeolunw nuda (Bachnl) Aubréy,
Det: Pennington, T.D. 2/98

Ribeiro, LE.L.S. 1532
& Silva, CF.da
15 dezembro 1994

Floresta de Vertente. Arvore. 30m alt. Solo argiloso, dossel. Tronco cilindrico,
hase aconalnda, Sapopema cdncavi, A igual a C {30cm), em alguns pontos i
iz parcee digitada. Lenticelas lineares, castanhas, tamanho  varivel,
dissimulada. Ritidoma marrom-avermelhado, sulcado, rigil, desprendimento
em placas retangulires. Casen morta masrom-nvermelhada, menor que Imm
espess, Casca viva creme-arroseada, ador suave, fibrosa, dmm espess. Alburmo
creme-esbranquigado, Latex branco, na casci viva, escasso,

Calice verde, corola branca, oviario verde, anleras costanhias,
Planta fichada: 222805

Duplicatas distribuldas: K INPA MG NY SP MO RB U R NAO DISTR 1

~ Instituto Nacional de Pesquisas da Amizonin
Overseas Development Adminiatration

Figura 1: Exsicata e ficha de E. nuda Registro n° 179316 do Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas

da Amazonia.

5.2. Modelo Animal

Foram utilizados 24 ratos albinos (Ratus norvegicus) da linhagem Lewis, obtidos
do biotério da Universidade Federal do Amazonas, distribuidos em 4 grupos
experimentais. Todos os animais utilizados durante o experimento foram mantidos em
gaiolas individuais, alimentados com ragdo préopria para ratos de laboratério de marca
Purina e agua ad libittum, em condicdes controladas de iluminacdo (ciclo 12h
claro/escuro) e temperatura (25°C). Utilizaram-se individuos machos com 5 a 6 semanas
de vida e com peso entre 200g e 300g (Wauben et al, 1994; Xavier, 2005). Todos os
esforcos foram feitos para minimizar o numero e o sofrimento dos animais utilizados. O
trabalho, com protocolo no. 014/2010-CEEA, recebeu aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Amazonas .

Os animais foram separados da seguinte forma:

Grupo 1 controle negativo: sem inducdo de artrite e sem tratamento, n=6

Grupo 2 controle positivo: com inducado de artrite e sem tratamento, n=6

Grupo 3 teste com MTX: com inducdo de artrite e tratado com metotrexato n=6

Grupo 4 teste com Pouteria nuda: com inducéo de artrite e tratado com extrato, n=6

5.3. Modelo de inducéo de artrite (Mycobacterium tuberculosis).

O modelo experimental de artrite induzida por Adjuvante Completo de Freund
(CFA) em ratos é muito empregado na investigacdo de novas terapias para artropatias
inflamatdrias crénicas, como a artrite reumatoide (Joe; Wilder, 1999). Nesse modelo, a



artrite é induzida através da injecdo intradérmica na base da cauda de uma suspenséo de
Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em parafina liquida (Knight
et al., 1992; Mia et al., 2008; Banik et al., 2002). O CFA atua como estimulo de
respostas imunolodgicas a antigenos, incluindo imunidade celular e aumento da producao
de certas imunoglobulinas, levando ao desenvolvimento de uma reacdo articular
inflamatoria intensa dependente de células T.

A érea a receber a injecdo foi tricotomizada e uma solucdo de alcool iodado (1%)
aplicada nessa superficie. A inducédo da artrite foi feita mediante injecdo subcutanea de
200uL (0,2 ml) da solugéo de CFA (5mg/ml de Mbt) na base da cauda (Zhang et al.,
2009), com uma seringa de 1 mL e agulha 13 x 4,5 mm. Esse dia foi chamado de dia 0

(zero).

5.4. Avaliacao do Desenvolvimento da Artrite

O edema das patas foi avaliado por observador treinado o qual ndo participou do
planejamento do experimento (avaliacdo cega). O volume das patas traseiras foi medido
nos dias 0, 7, 14, 21 de experimento através de pletismémetro digital (figura 2). Cada
pata traseira foi medido 3 vezes e feito uma média, os valores foram medidos em ml
correspondente ao deslocamento de liquido na cuba do aparelho, apresentados em

marcador digital.
O percentual do edema foi calculado através da férmula: 1 — %x 100, onde Vt

corresponde ao volume de uma pata tratada e VVc o volume da pata controle.

Figura 2: Obtencéo do volume das patas traseiras de rato em pletismémetro Insight ® modelo EFF-304.

5.5. Via de Administracéo
A dose foi determinada a partir de experimento piloto de “dose-resposta” o qual

marca o tempo que o animal passou lambendo a pata (licking-time), cronometrado em
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duas fases (0-5 minutos, primeira fase; 15-30 minutos, segunda fase). Em geral a
resposta inicial estd relacionada & nocicepcdo, enquanto a segunda fase a resposta
inflamatoria local onde os resultados apontaram como dose ideal 0,3g/kg ou 300mg/Kkg,
ajustada para cada animal do grupo. A solucdo foi introduzida no periténio com uma

seringa de 1mL.

5.6. Avaliagéo do Perfil de citocinas por Citometria de Fluxo
5.6.1 Coleta de sangue por puncao cardiaca

Os animais foram anestesiados com Isoflurano e a coleta do sangue foi realizada
por puncdo cardiaca ventricular apds laparotomia mediana.

Foram coletados 5mL de sangue e dispensados em tubos coletores do tipo
microtainer contendo gel separador para citometria de fluxo. O material foi
devidamente armazenado sob refrigeracdo e encaminhado ao Laboratério da Fundacgéo
de Hemoterapia e Hematologia do Amazonas (HEMOAM) para a realizacdo dos

exames.

5.6.2 Andlise da amostra de sangue no citbmetro de fluxo para a deteccdo de
citocinas

De acordo com o método descrito por Mitelman et al. (2009), foram utilizados Kits
CBA (BD Biosciences) (cytometric beads array) para a quantificacdo das citocinas TNF
e IL-1. Duas populacbes de beads com diferentes intensidades de fluorescéncia séo
conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada citocina, misturadas para
formar o CBA e lidas no canal FL-3 do citometro de fluxo FACScalibur (BD). As
populacdes de beads sdo visualisadas de acordo com as respectivas intensidades de
fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA, as beads de captura
das citocinas s&o misturadas com o anticorpo de detec¢do conjugado com o fluorocromo
PE, e depois incubadas com as amostras para formar o ensaio em “sanduiche”. Os tubos
para aquisicdo sdo preparados com: 50 uL de amostra de sangue, 50 uL da mistura de
beads e 50 uL do reagente de deteccdo Thl/ Th2 PE. Os tubos sdo homogeneizados e
incubados por trés horas, em temperatura ambiente, no escuro. Os resultados foram

gerados em graficos e tabelas utilizando-se o software CellQuest (BD).
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5.7. Eutanasia
Apos a coleta do sangue, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical

sob anestesia com Isoflurano. Foram submetidos ao método os 24 animais.

5.8. Analise Estatistica

Para a analise descritiva dos dados foram utilizadas ferramentas de estatistica
bésica expostas através de tabelas e gréficos variados.

Os resultados foram testados quanto a sua normalidade, independéncia e
homocedacidade através de testes estatisticos. Uma ANOVA para comparacdo entre
grupos foi aplicada. O nivel de significancia adotado para todas as anélises foi de 5%.
As andlises estatisticas foram realizadas nos pacotes estatisticos R e/ ou Minitab®.

6. Resultados
6.1. Protocolo Otimizado para o Experimento

Apos revisdo de literatura decidiu-se realizar um experimento piloto no més de
dezembro de 2010 com o objetivo de ratificar a curva cinética da artrite induzida por
adjuvante e estabelecer um protocolo otimizado para as condic¢des locais de realizagédo
da pesquisa. A partir deste experimento foi possivel observar uma diferenca entre os
resultados encontrados na literatura para o pico maximo de edema e aqueles
encontrados no experimento, foi proposto um protocolo com o objetivo de otimizar

resultados nos proximos experimentos (tabela 1).

Item Padrdes Utilizados e Resultados Padrdes Adotados

Numero de Amimais 16 Grupo Minimo — 8 animais

Sexo Fémeas A Critério do Pesquisador

Peso 175-220g 200-220g

Adjuvante Completo de Freud Difco — M. tuberculosis cepa Alternativa: M. bovis (Butanta)
H37Ra

Incidéncia de Artrite 98 — 100% -

Pico de Artrite (dias) 29 dias 27°a 35° dias (Curva Padrao)

Didmetro Dianteiro Maximo (Média/Mediana) 36,27 / 36,47 no 29° dia -

Didmetro Trazeiro Maximo (Média/Mediana) 43,63 / 43,16 no 29° dia

Escore Maximo/animal 11,62 -

Escore Total Méaximo 198 no 29° dia 122 no 27 e 35 °dias

Recuperagdo Total 45 dias 45 dias

Periodo Ideal para Experimentagdo de Farmacos 0 e 7° dias 0-10°dias

Dias Ideais para Avaliagdo de Severidade 0, 7°, 14°, 28-320, 40°, 45° dias -

Locais Ideais para Medida de Diametro Metatarsofalangeanas Joelho Posterior

Dias de Sacrificio para Analise Histopatolégica 14°, 25°, 35° e 40° dias

Tabela 1: Na segunda coluna (Padrbes Utilizados e Resultados) encontram-se os valores adotados no
experimento realizado em dezembro, na terceira coluna (Padrées Adotados) encontram-se sugestdes com

0 objetivo de otimizar os resultados nos proximos experimentos.
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6.2. Padronizacdo da Dose do Medicamento Controle

Em fevereiro de 2011, um segundo experimento piloto foi realizado com o
objetivo de estabelecer a dose padrdo do Metotrexato, medicamento controle, padréo
ouro no tratamento da Artrite Reumatoide. Foi utilizado o Modelo de Artrite Induzida
por Adjuvante Completo de Freund em ratos (AlA) para avaliar o efeito do metotrexato
em diferentes concentracdes.

Grupos de ratos foram separados nas doses semanais de 25ug, 75ug, 150ug e
250ug. Essas doses foram calculadas a partir de doses usadas em humanos entre 0,Img
e 2mg/Kg/Semana. A partir das amostras de sangue foram realizados hemograma e
bioguimica. A Curva Dose-Resposta mostrou que doses acima de 150ug/semana nio
produzem efeito adicional para reducdo de edema. Além disso, a comparacdo da
leucometria dos diferentes grupos mostrou que nao houve influéncia do metotrexato
sobre a contagem de células nas doses selecionadas. O estudo da funcdo hepatica
revelou que a dose de 250ug/semana foi a mais hepatotoxica.

Considerando a curva dose-resposta sugere-se que a dose experimental utilizada
seja de 75 a 150pg/semana. Nestas doses havera efeito antiartritico maximo, sem
toxicidade hepatica aguda, permitindo a comparacdo de fitoterdpicos com tratamentos

Gold Standard para artrite.

6.3. Curva de Artrite

A medida das patas traseiras foi medida por pletismometria (Grafico 1).

Curva de Artrite

e Controle Positivo

7| e Controle Negativo

MTX 150ug

E.nuda

=
o
o

’

0 7 14 21
Grafico 1. Curva de artrite para os diferentes grupos medidos nos dias 0, 7, 14 e 21. Grupo

tratado com P. nuda mostrou redugdo siginificativa do edema (ml) no 21° dia.
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6.4. Perfil de Citocinas

Ap0s as padronizagBes da dose do metotrexato e da dose do extrato de P. nuda
para os ratos, em janeiro de 2012, foi realizado o experimento final do Projeto. O
sangue, coletado por puncéo cardiaca, foi encaminhado ao Laboratorio da Fundacéo de
Hemoterapia e Hematologia do Amazonas (HEMOAM) para a realizacdo dos testes de
citometria de fluxo para dosagem das citocinas escolhidas (IL-1 e TNF-a), envolvidas
na artrite inflamatoria. Com os resultados obtidos foram elaborados gréficos (Grafico
2), que demonstraram que apesar da diminuicdo do edema nas patas dos ratos tratados

com P. Nuda nédo houve diminuicao das citocinas inflamnatorias (IL-1 e TNF-a).

IL1a TNF-a

% de Altos Produtores
% de Altos Produtores

Grupos Grupos

IL1a TNF-a

Gréfico 2: Perfil de Citocinas

7. Discussao

H& aumento persistente da producéo local e sistémica de TNF, IL-1 beta, e IL-6. O
desenvolvimento da artrite induzida por CFA iniciou-se 4 a 7 dias ap0s a inoculacao.
Por apresentar caracteristicas inflamatorias, incluindo elevacdo de citocinas e resposta
variavel a diferentes drogas imunossupressoras, esse modelo tem-se demonstrado Util no
estudo de mecanismos imunopatogénicos da artrite reumatoide e no estudo pré-clinico
de novas terapias (Inglis et al., 2005). No exemplo deste trabalho, a nova terapia testada
foi o extrato aquoso de folhas de Pouteria nuda.

Foi verificado que o anestésico xilazina tem efeito anti-inflamatdrio por inibir a
expressdao CD11 em polimorfonucleares e a explosao respiratoria (respiratory burst),
efeito demonstrado em modelos de endotoxemia (Zhou et al., 2007). Este ultimo

aspecto inviabiliza o uso de xilazina e cetamina como combinacdo anestésica em
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pesquisa de farmacos anti-inflamatérios, em razdo de seu efeito potencial em reduzir

artrite. Para tanto estamos realizando testes para adequar o0 melhor método anestésico

para o experimento. O isoflurano, gas anestésico, utilizado com todos os equipamentos

de seguranca, apresentou os melhores resultados e menos stress para 0s animais.

Os resultados foram apresentados em forma de painel no I MIEPEX — Mostra

Interinstitucional de Ensino Pesquisa e Extensdo na UFAM, em dezembro de 2010, com
o titulo: DETERMINACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA UM
MODELO MURINO DE ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE.,

8. Cronograma

N° Descricéo Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
2011 2012
Revisdo de Literatura X X X X X X X X X X
Aclimatagdo dos Animais X X
Coleta de Dados X X X
Avaliacdo e Tabulacéo de X X X
Resultados
Participacdo em Congressos X X
- X X

- Elaboragdo do Resumo e
Relatério Final (atividade
obrigatdria)

- Preparacdo da Apresentacao
Final para o Congresso
(atividade obrigatoria)
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